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Resumo

A biopsia de linfonodo sentinela (LS) é cada vez mais utilizada para a determina¢do do estadiamento clinico tumoral. O
acometimento de linfonodos em animais com doenga oncoldgica possui forte valor prognostico no tumor da glindula
mamaria. Em medicina veterindria faltam diretrizes bem estabelecidas para a avaliagdo do LS. O objetivo deste estudo foi
avaliar a eficacia do corante azul de metileno a 2% na identificagdo do linfonodo axilar em cadelas com lesdes mamarias. Para
tanto, foram utilizadas 101 cadelas, portadoras de lesbes mamarias, submetidas a mastectomia radical unilateral ou bilateral.
Antes do inicio da cirurgia, aplicou-se, por via intradérmica, na area ao redor da mama toracica cranial, soluc¢do de azul de
metileno a 2% estéril. O corante foi eficaz na identificacio do linfonodo axilar em 76,27% das cadeias mamarias. Obtiveram-se
estruturas coradas em azul, semelhantes a linfonodos em 78,81% dos casos. Dessas estruturas, 96,77% foram confirmadas ao
exame histopatoldgico como linfonodos. Dada a importancia prognoéstica do comprometimento de linfonodos em alguns
tumores, a avaliagdo do LS deve ser incorporada a rotina clinica, de modo a permitir um estadiamento mais preciso das
cadelas com neoplasia mamaria.
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Abstract

A biopsy of sentinel lymph node (SLN) is increasingly used to determine tumor clinical staging. The involvement of lymph
nodes in veterinary patients has strong prognostic value in mammary gland tumors. There is a lack of well established
guidelines for the evaluation of the SLN in veterinary medicine. The purpose of this research was to evaluate the efficacy of 2%
methylene blue dye in identifying axillary lymph node in dogs. Thus, we used 101 bitches suffering from breast lesions that
underwent unilateral or bilateral mastectomy. Before surgery, sterile 2% methylene blue solution was applied intradermally in
the area around the cranial thoracic gland. The dye was effective in identifying axillary lymph node in 76.27% of mammary
chains. Blue stained structures similar to lymph nodes were obtained in 78.81% of cases and 96.77% of these structures were
confirmed histopathologically as lymph nodes. Given the prognostic significance of lymph node involvement in some tumors,
evaluation of SLN should be incorporated into clinical routine in order to allow a more accurate clinical staging of bitches
with breast cancer.
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Introducao

O estudo da drenagem linfatica no planejamento
terapéutico do cancer de mama em humanos foi
descrito por Henry Frangois Lé Dran, que em meados
do século XVIII descreveu a progressio da doenca
pela via linfatica. No século XIX, aplicando esses
conhecimentos, Halsted desenvolveu a mastectomia
com resseccio dos musculos peitorais e o
esvaziamento dos linfonodos axilares, denominada
resseccio em monobloco (PINHEIRO et al., 2003). O
conceito de mapeamento linfitico e biopsia do
linfonodo sentinela (LS) foi descrito pela primeira vez
em humanos em casos de cancer peniano, nos quais
verificou-se que o estado do LS era preditivo do
tempo de sobrevida (TUOHY et al., 2009).

O LS ¢ o primeiro linfonodo dentro de uma rede
linfatica que drena um tumor primario. O estado da
doenca do LS é importante para a predicio da
sobrevida. A identificagdo e a biopsia do LS sdo
fundamentais para o estadiamento de canceres
humanos e ajuda a determinar os planos de
tratamento e o progndstico (TUOHY et al., 2009).

A drenagem linfatica das mamas em cadelas foi
descrita inicialmente por Baum (1918 apud
PATSIKAS et al., 2006, p. 233), que corou 0s vasos
linfaticos com nanquim aplicado ao redor da papila
mamaria. A drenagem linfatica das cadeias mamarias
é complexa (LANA et al, 2007) e embora possa
ocorrer entre todas as glandulas, estudos indicam a
existéncia de maior quantidade de conexdes entre as
glandulas proximais (toracicas cranial e caudal) e
entre as caudais (abdominal caudal e inguinal)
(SAUTET et al., 1992; PEREIRA et al., 2003). As
glandulas mamarias toracicas, abdominal cranial e,
ocasionalmente, a abdominal caudal drenam para os
linfonodos axilares e esternais craniais (PEREIRA et
al., 2003; LANA et al., 2007).

Os linfonodos axilares estdo localizados no tecido
adiposo da face medial da porcio distal do musculo
redondo maior, na regido da primeira e da segunda
costelas. Estdo situados ventralmente a artéria e a veia

toracodorsal. O linfonodo axilar raramente é avaliado,
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a ndo ser quando palpavel devido aos riscos
associados a extirpacdo do plexo braquial e da artéria
e veia axilares (TUOHY et al., 2009). O tamanho
desses linfonodos em cadelas varia de 0,5 a 5,0 cm
(PINHEIRO et al.,, 2003) e um segundo linfonodo
pode estar presente. Além das glandulas mamarias
toracicas, o linfonodo axilar também drena pele,
subcutineo e musculo cutineo do tronco, assim como
pele, subcutaneo e parte da musculatura do membro
toracico (JOHNSTON, 2007).

A biopsia de linfonodo sentinela é cada vez mais
utilizada para a determinac¢do do estadiamento clinico
e  detecgio de  micrometastases  ocultas.
Micrometastase refere-se a disseminacido sistémica de
células tumorais, formando focos microscopicos e,
consequentemente, indetectaveis por exames de
imagem  radiografico,  ultrassonografico  ou
tomografico. Acredita-se que as micrometastases
sejam responsaveis por doenga metastatica em
pacientes inicialmente diagnosticados com linfonodo
sem comprometimento metastatico (TUOHY et al.,
2009).

Em medicina veterinaria faltam diretrizes bem
estabelecidas para a avaliagdo do LS. O acometimento
de linfonodos em animais com doenga oncolédgica
possui forte valor progndstico no tumor da glandula
mamaria influenciando na sobrevida global e no
intervalo livre de doenca (YAMAGAMI et al., 1996;
BARBOSA et al, 20105 SZCZUBIAL;
LOPUSZYNSKI, 2011 ).

Em humanos tém sido destacados os beneficios da
utilizacido de varias técnicas de identificacdo e biopsia
do LS no melanoma e no cincer de mama. Assim, ja
hd uma clara indica¢io para a adaptacio dessas
técnicas para o uso em animais com cancer, para os
quais a pratica da avaliagdo do LS é de grande
relevancia clinica (TUOHY et al., 2009). Em cdes as
técnicas de identificacdo linfatica descritas incluem:
uso de hemossiderina (PINHEIRO et al.,, 2009;
BESERRA et al, 2013); linfocintilografia com
dextrano *™™Tc (PEREIRA et al.,, 2008); linfografia

com o contraste lipossoluvel Lipidol (Guerbet,
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France) (PATSIKAS et al., 2006); azul patente V e
Tecnécio ®™Tc (PINHEIRO et al., 2003; BESERRA et
al., 2011); solucdo de tinta alcodlica (PEREIRA et al,,
2003); fluoresceina sdédica 5% e luz ultravioleta
(RAHAL et al., 1995).

O presente trabalho foi delineado para avaliar a
eficacia do emprego do corante azul de metileno a 2%
para a identificagdo do linfonodo axilar em cadelas

com lesdes mamarias.

Material e Métodos

O projeto foi encaminhado para avaliagdo pelo
Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal Fluminense (CEUA / UFF) e obteve
aprovacio sob o protocolo n° 198/2012.

Foram utilizadas 101 cadelas adultas, de racas
variadas, incluindo animais sem raga definida (SRD),
portadoras de lesbes mamarias, submetidas a
mastectomia uni ou bilateral (HEDLUND, 2007;
WHITE, 2007). Os animais foram selecionados na
ocasido do atendimento oncolégico no Hospital
Universitario de Medicina Veterinaria Professor
Firmino Marsico Filho (HUVET-UFF), no periodo de
janeiro 2011 a outubro de 2012. A coleta de amostra
da lesdao mamaria foi efetuada por pun¢ao por agulha
tina (PAF), preparo e coloragdo das laminas pela
técnica de May Griinwald-Giemsa (Alemanha) e
posterior avaliacdo citopatoldgica. Foram incluidos
no estudo animais com diagndstico citopatoldgico
sugestivo de neoplasia benigna ou maligna. As cadelas
foram submetidas aos exames pré-operatorios de
rotina: exame radiogragico de térax em trés posi¢des
(lateral direita, lateral esquerda e ventro-dorsal) e
exame ultrassonografico abdominal para pesquisa de
metastases durante o pré-operatorio. Além disso,
também foi realizada a avaliagdo hematoldgica e a
cardiolégica com eletrocardiografia e, conforme a
necessidade o ecodopplercardiograma, para avaliar o
risco anestésico-cirurgico.

Os animais incluidos no trabalho apresentavam as

seguintes caracteristicas: portadores de nodulos
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mamarios com auséncia de metdstases visiveis aos
exames de imagem; auséncia de alteragdes nos demais
exames que impossibilitassem o procedimento
anestésico-cirargico; e com linfonodos axilares sem
alteragdes aparentes ao exame fisico. Os que
apresentaram suspeita de carcinoma inflamatério a
primeira avaliagao clinica foram excluidos do estudo
em fungdo da contraindicagdo cirdrgica por conta do
intenso envolvimento cutaneo e da coagulopatia
associados a essa neoplasia.

Foram selecionadas cadelas nos estagios I, II, III e
IV de estadiamento clinico neopldasico (OWEN/,
1980), ou seja, pacientes sem evidéncias de metastase
distante aos exames de imagem.

A solugdo estéril de azul de metileno a 2% foi
aplicada, pela via intradérmica, cerca de 5 minutos
antes do inicio do procedimento cirargico (CAMPOS
et al., 2007). A seringa utilizada foi a de 1,0 mL com
agulha 13 x 4,5 mm. Foram administrados 0,5 mL de
azul de metileno para cadelas com até 15 kg e 1,0 mL
para cadelas com peso superior a 15 kg, em duas ou
mais aplicagdoes para a distribuicio do volume do
corante que foi aplicado na regido periareolar da(s)
mama(s) tordcica(s) cranial(is) da cadeia mamadria
acometida pela tumoragio.

A biodpsia excisional do linfonodo axilar ipsilateral
a(s) mama(s) afetada(s) foi realizada no
transoperatorio, apos a retirada da cadeia mamaria,
variando de 30 a 120 minutos apos a aplicacio do
corante. A partir da incisdo da mastectomia foi
realizada a divulsdo cuidadosa do tecido subcutineo e
adiposo da regido axilar. Quando localizado, o
linfonodo era tracionado (Figura 1) apos divulsdo do
tecido subcutdneo circunjacente; quando necessario
foi aplicada a ligadura ao pediculo vascular e aos
vasos linfaticos eferentes, utilizando-se um fio
absorvivel poliglactin 910 caudalmente ao ponto de
resse¢do; os vasos eram resseccionados, liberando o

nodo linfatico que era removido por completo.

! Sitema estadiamento clinico modificado por Lana, Rutterman and
Withrow(2007) a partir de estudo da Organizagdo Mundial de Satude
(OWEN, L. N. Classification of tumors in domestic animals. Geneva:
World Health Organization, 1980).
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Figura 1 - Linfonodo axilar direito (seta) de cadela corado
por azul de metileno a 2%

Nos animais portadores de linfonodos axilares
acessorios a remocao de tais linfonodos foi realizada
conforme descrito anteriormente. Os linfonodos
axilares coletados foram fixados em solu¢do aquosa de
formol tamponado a 10%, clivados, processados e
incluidos em parafina histologica. Cortes de 5um de
espessura foram confeccionados em micrétomo?
rotativo e corados por hematoxilina-eosina (HE) para

avaliagdo em microscépio de luz’.

A andlise
histopatologica avaliou as amostras como tecido
linfatico proveniente de linfonodo ou tecido nao

linfatico.

Resultados e Discussao

O corante azul de metileno a 2% foi aplicado em
101 cadelas e 118 cadeias mamadrias, visto que 17
animais foram submetidos a mastectomia bilateral no
mesmo tempo cirurgico. Durante o procedimento
cirargico, a partir das cadeias mamarias, foram
obtidas estruturas coradas em azul semelhantes a
linfonodos em 78,81% (93/118), das quais 96,77%
(90/93) foram confirmadas histopatologicamente
como linfonodos e 3,23% (3/93) como tecido nao
linféide (tecido adiposo ou musculatura). Em 21,19%

dos casos (25/118) ndo foram identificadas estruturas

> Micrétomo Spencer, marca América Optical (Southbridge,

Massachusetts, EUA).
* Olympus BX41, marca Olympus (Southend-on-Sea, Reino Unido).
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coradas em azul durante a cirurgia. Desta forma, o
corante foi eficaz na identificacao do linfonodo axilar
em 76,27% (90/118) dos casos. Ja Pinheiro et al.
(2003) utilizando marcagdo com azul patente
associado ao Tecnécio *™Tc em caninos localizaram o
linfonodo sentinela em 94,5% (35/37) dos casos e
utilizando apenas o azul patente localizaram 71,43%
(5/7) dos casos, aproximando-se mais dos resultados
obtidos neste estudo. As vantagens do emprego de
radiofdrmacos como o Tecnécio *™Tc sdo a obtengdo
de uma maior sensibilidade em relagdo ao uso de
corantes isolados e a identificacio do LS em locais nio
previstos, porém sio firmacos que necessitam de
equipe e equipamentos especializados e com alto
custo quando comparados ao uso dos corantes
isolados como o azul de metileno.

Em 23,73% (28/118) dos casos, nio foi localizado o
linfonodo axilar corado. Este fato pode ser
consequéncia do tempo consumido entre a aplicacido
do corante e a procura pelo linfonodo; da auséncia de
marca¢do do corante; ou da dificuldade que o
cirurgido encontrou para identificar o linfonodo em
localizagdo nédo previsivel. A deteccio do linfonodo
sentinela em localizagdes atipicas pode ser dificil
(SAPIENZA et al., 2004).

Nickel et al. (1981) referem que o linfonodo axilar
acessOrio esta presente em 25% dos animais,
localizando-se junto a borda dorsal do musculo
peitoral profundo ou ventral do longuissimo dorsal.
Porém, no presente trabalho o linfonodo acessdrio foi
detectado em apenas 4,45% (4/90) dos casos. Essa
diferenca em relagao aos dados da literatura pode
estar relacionada ao fato de parte dos animais
estudados nao possuirem o linfonodo acessdrio; ao
linfonodo estar em localizagao atipica; ou ao
linfonodo néo ter sido corado.

Corantes como o azul de metileno e o verde
brilhante sdo evitados em medicina humana por
apresentar rapida difusdo apos injegdo e estarem
associados ao aparecimento de mastite por necrose
gordurosa (QUADROS; GEBRIM, 2007). No presente

trabalho, as cadelas foram submetidas 3 mastectomia
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com remogio de todo o tecido mamadrio ipsilateral ao
linfonodo coletado, o que reduz os riscos de mastite
apds a aplicagdo do corante azul de metileno. Tais
complicagdbes nao foram observadas no pos-
operatorio dos animais. As TUunicas alteracdes
identificadas foram reagdes alérgicas na pele do ponto
de aplica¢do do corante em dois animais (1,98% dos
animais que receberam o corante). Reagoes alérgicas
também foram relatadas em humanos com uso do
corante azul patente (SLETH, 2008). Reagbes em
caninos nao foram observadas com uso de outros
marcadores como azul patente e hemossiderina
(BESERRA et al., 2013).

A pele de humanos e caninos apresenta uma rica
rede de vasos linfaticos, localizados principalmente na
camada mais superficial da derme, préximo a
epiderme. A injegdo subdérmica ou intradérmica de
diferentes substincias permite o estudo da drenagem
linfatica, com algumas variagdes de velocidade de
drenagem e da retengdo linfatica, dependendo das
caracteristicas fisicas do composto injetado. A
progressdo nas vias linfaticas depende principalmente
do tamanho das particulas, com progressao daquelas
de maior peso molecular em menor quantidade e de
forma mais lenta (SAPIENZA et al, 2004). Desta
forma, optou-se pela administragio do corante pela
via intradérmica. A aplicacdo do azul de metileno foi
realizada na derme sobrejacente a mama toracica
cranial, na regiao periareolar. Quando o animal, por
particularidade anatémica, ndo possuia a referida
mama, a aplicagio foi efetuada na unica mama
tordcica presente. Sabe-se que o intervalo necessario
para a visualizacdo do linfonodo corado é varidvel
(SAPIENZA et al, 2004), porém em todos os casos
analisados houve a difusio do corante na derme
adjacente imediatamente apos a aplicagiao. O tempo
entre a aplicacdo do corante e a bidpsia do linfonodo
variou em fungdo do tempo de cirurgia situado entre
30 minutos a cerca de duas horas. A bidpsia foi
iniciada ap6s a remocdo completa do tecido mamario
com a mastectomia e antes do inicio da aproximacio

do tecido subcuténeo para oclusdo da ferida, diferente
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da conduta adotada por outros autores que efetuaram
a linfonodectomia logo apos a aplicagao do corante e
antes do inicio da mastectomia (KHATIB et al., 2011).

Em todos os animais foi confirmada a difusio do
corante em derme e tecido subcutineo, incluindo os
animais em que o linfonodo axilar corado nao foi
visualizado.

Conclui-se que o corante azul de metileno a 2%
administrado pela via intradérmica na regido
periaureolar da mama toracica cranial difundiu-se
pela cadeia linfatica, sendo eficaz para a identificagdo
do linfonodo axilar em 76,27% dos casos. A andlise
estatistica revelou significancia a nivel de 5%. Embora
existam técnicas mais eficientes para a identificagao
do LS, o azul de metileno retune as vantagens: custo
mais baixo, aplicagao simples e a facilidade de acesso.

Dada a

comprometimento linfonodal em alguns tumores, a

importancia  progndstica  do
avaliagdo do LS deve ser incorporada a rotina clinica,
de modo a auxiliar na determina¢ao do prognostico e
na selecio do melhor tratamento adjuvante para as

cadelas com neoplasia mamaria.
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